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第 4節 Processed immature formの膜横断反応には
プロトン駆動力が要求される
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が明かとなっているは )0 SecBタンパク質・ GroELタンパク質は、前駆体を膜透過可能な
状態に保つための antifoldingfactorあるいは unfoldaseとしてこのステップに関



























































主語 2 主主 爺吉 長良とヨ考 委実

































子はシグナル切断とべリプラズム空間への移行を完了している(図 2A，) 0 3種類の温
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図3 中間体MBPのトリプシンsensitivityとトリプシンaccessibi li ty 
secY変異株IQ85(A; secY24 )とKI330(B; secYI00 )を30.Cで培養し、 [35S] 
メチオニンで30秒間パルスラベルを行なった。細胞をスフェロプラスト(奇数レーン)
とベリプラズム(偶数レーン)に分画した後、 100μg/mlのトリプシンを加えてO.Cで














































































ルでは、 370CSDS処理でのスメアー状のバンドはより顕著になる(レーン 3) 。これらの
スメアー状のものはサンプルを煮沸した場合には消失し、 SecAよりも分子量の小さなバ
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に対する前駆体(.6 ) ・中間体 (0 ) ・成熟体(・)の割合をグラフで表わした。
A; IQ85 (secY24 ;オートラジオグラムは図 2C) 















いる(図 6C) 。このことは膜透過後期フェーズにも初期フェ ーズと同様にプロトン駆
動力が必要であることを示している。
脱共役剤CCCP以外にもプロトン駆動力を減少させ得る薬剤としてアジ化ナトリウム



















Chase (min) 0 0.5 1 2 4 
図 7 MBPのラベ リングカイネティックスにおけるNaNsの効果
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図8 プロリンの細胞内取り込みへのcccp.NaN3の効果
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A，B; MM52株 (secA51)を300Cで培養し、図2と同じパルス巴チェイス ・分画実験
を行ない、フルオログラフィ ーで分析した 。Bではパルスラベルの20分前に
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図 11 secB7変異掠におけるMBPのラベリングカイネティックス
MM150株 (secB7 )を300Cで培養し、図 2と閉じ方法でパルスーチェイス ・分画実
験 を行なった。オートラジオグラムをAに示す。奇数レーンと偶数レーンはそれぞ
れ各チェイス時点でのスフエロプラストとべリプラズム分画を表わす。 Bでは全MBP







か見られず、 secA . secY変異株に比べると非常に少ない(図 11 AとB) 。またこの量
はチェイスによってもほとんど変化しない。この分子に関してはこれ以上分泊反応が進
行しない状態になっていることが示唆される。 secY， secA変異株で見られた











で検出した Processed immature form と、スフエロプラストにおける局在性(プロテ
アーゼ感受性)を除いて非常によく似ている。 Bla膜透過における中間体の検出と性質
の検討を我々の系において行なった。
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図 12 BlaのラベリングカイネティックスとCCCPの効果



















ではペリプラズムの成熟体Blaも消化を受けている(レーン6) 0 BlaはMBPの場合(図 3



























































































































になっているのではないかという可能性も考えられる(図 14 B) 0 Kumamotoは野生株
細胞内で形成された前駆体タンパク質と SecBとの複合体を、抗SecB抗体カラムによるア











































































































SecA， E， Yの関与?) 














IQ85を形質転換する。 IQ85株は高温(420C )では生育が悪く、 L培地ではつぶれたコロ







HindIII， EcoRI， EcoRV， BgII， KpnI， PstI， PvuIIの8種について作製し、 Koharaらに
よる大腸菌全染色体制限酵素地図 65)と対照することで、 18クローンのうち 12クローン
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較してマップした 。) 0 11クローンはそれぞれ染色体上11，23， 26， 27.5， 55， 97分
にマップされた。このうち 27.5分には独立な 6クローンが重複してマップできた。抑制
活性の程度を形質転換株の生育状態で判断すれば、 27.5分のクロ ーンが最も高く、 23分









プラスミド 300C 420C 
L M9Glu M9Gly L 
pMSY5(27.5) ++++ ++ ++ +++ 
pMSY12(27.5) ++++ ++ ++ +++ 
pMSY7(23) ++++ + ++ 
pMSY3(11) ++++ + + + 
pMSY15(26) ++++ N.T. + + 
pMSY1(55) ++++ + + + 
pMSY13(97) ++++ N.T. + + 
pNRK267 (groELS+) ++++ + + + 


















るのに対し、 23分(pMSY7) と27.5分 (pMSY5，6，12，22，24) のクローンでは顕著なプロ











ことから、これらをmsyA (27.5分)、 msyB (23分)と命名し (msy = !!!ul ti -copy 
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pMSY5 (msyA )ないしはpMSY7(msyB )を保持するIQ85( sec Y24 )株をグルコース
( pMSY7の場合にはグリセロール)最小培地中にて300Cで培養し、 420Cに温度シフトし
てから 2時間後に、 30秒間のパルスラベルとそれに引き続くチェイスを行なった。各サ
ンプルは抗OmpA抗血清による抗体沈演を行ない、 SDS-PAGE・オー トラジオグラフィ ー
で分析した。対照として、 pMSYll(secr )ないしはベクターpN01575Hを保持する
IQ85株でも同様の解析を行なった。
A;オート ラジオグラム (pとmはそれぞれOmpAの前駆体 ・成熟体を表わす)。
B ;プロセシングカイネティックスの定量結果 (Aで示したオー トラジオグラムを
デンシトメ ーターで定量し、全OmpA分子に対するプロセシングを受けた分子







わかっている 68) 0 msyA . msyBはどちらもこの株の高温感受性増殖を抑制することは
できなかった。これら遺伝子のマルチコピー状態はSecYタンパク質の単なる量的減少に
は効果がないことがわかる。高温感受性ミスセンス変異secYI00に対する効果を調べた
ところ、 htpG . msyAは高温での増殖を回復させた。それに対してmsyBはsecYI00変
異には全く抑制効果がないという"allele特異性"を示す。高温感受性secA51変異に






以上の結果は表 3にまとめた。 msyA とhtpGについてはsecYミスセンス変異(質的
変化)にのみ効果があり、 msyBはその中でも secY24変異を特異的に抑制することが明
n かとなった。
sccY24 sccYl00 rpl0215 sccA51 
8) 
scc87 scc8::Tn5 malE-lacZ 
表3 分告さ欠損変異に対する






















































? 、 、 (27.7) 
EcoRI 






















であろう。 pUCl19より低いコピー数で増殖し、塩基配列決定のための singlestrand 
DNA (ssDNA) をファージM13に包み込んで調製できるプラスミド(pKY184と命名 )を新
たに構築し、再度クロ ーニ ングを試みた。 pKY184はpN01575と同じpBR322由来のレプリ
コンを持つが、マルチクローニングサイトと ssDNAの調製に必要なDNA断片(IG領域)
がpUC119由来のプラスミドである。プラスミドとしてのコピー数が低いにもかかわらず、
pUC119とほとんど変わらぬ量の ssDNA を調製できる(データは省略)。ベクタ -
pKY184にmsyAを含む2.9kbのSalI断片を挿入し、組み換えプラスミド pKY185とpKY186を
得た(図 19 )。両プラスミド上で、 ExonucleaseIIIを用いたクローン化DNA断片の系
統的なdeletionプラスミドを作製し、塩基配列決定のための鋳型ssDNAを調製した。
2.9kbのDNA断片のうち、 msyAを含む領域については、 SeguenaseTH 71)を用いた
dideoxy chain termination法 72)によって 1993bpの塩基配列を決定した。また 1ヶ所
については合成プライマーを作成して塩基配列の決定に役立てた。この領域内にはプロ
モータ ーと典型的な ρー非依存性ターミネーターを備えた 2つの転写単位が、互いに向
き合う形で並んでいる。大腸菌の連関地図上で時計四りに転写される転写単位にはDNA
塩基配列から 33キロダルトン(kd)のタンパク質をコードし得る open reading frame 
( ORF)が、反時計回りに転写されるものには14.5kdのタンパク質をコードするORFがそ














30 40 50 60 
:TGCAGAATGAGCAAAG♀A工企企♀GCGGGCTAAATTTGCA
-10 
90 100 110 120 
fGGTACTATCGTCGCCATTCGTATAAGTAATTGTCTTAA 
150 160 170 180 
fCAGAACTTAGCCCCTTCGGGGTGCTGATATACTGGGAT 
210 220 230 240 
GTTCAAAACACGAACAGTCCAGGA阜AATTTAAATGGCTG
SO HClAlaA 
270 280 290 300 
AAGCCGTTATCCCCGTTGCGGGATTAGGAACCAGGATGT 
ysAlaVall1cProVnlAlaG1yLcuGlyThrArgMctL 
330 340 350 360 
CGAAAGAGATGCTGCCACTTGTCGATAAGCCATTAATTC 
roLysGluMctLcuProLcuValAspLysProLcuIlcG 
390 400 410 420 
TTGCGGCTGGCATTACTGAAATTGTGCTGGTTACACACT 
lCA1aAlaG1yIlcThrG1uIlcValLcuValThrHisS 
450 460 470 480 
ACCACTTTGATACCAGTTTTGAACTGGAAGCAATGCTGG 
snHisPhcAspThrScrPhcGluLeuG1uAlaMctLeuG 
510 520 530 540 
TGCTTGATGAAGTGCAGTCTATTTGTCCACCGCACGTGA 
euLeuAspGluValGlnSerllcCysProProHisVa1T 
570 580 590 600 
~TCTGGCGAAAGGCCTGGGACACGCGGTATTGTGTGCTC 
lyLcuAlaLysG1yLcuGlyHisAlaVa1LeuCysAlaH 
630 640 650 660 
:GGTAGCTGTTATTTTGCCTGATGTTATTCTGGATGAAT ，oValAlaVa1IlcLcuP，oAspValIleLeuAspGluT 
690 700 710 720 
~TAACCTGGCAGAGATGATCCGCCGCTTTGATGAAACGG 
spAsnLcuA1aGluMetllcA，gA，gPhcAspGluTh，G 
750 760 770 780 
へACCGGTTCCTGATGTGACCGCATATGGCCTTGTGGATT
1uP，oValAlaAspValThrAluTyrGlyValValAspC 
810 820 830 840 
:GGGTCAAAGCGTACCGATGGTTGGTGTGGTAGAAAAAC 
図20 msyA領域の塩基配列 ，oG1勺;;c山 lP12山 GIY2CMGluL;;;
A ; IトNSをコードする領域 CTAATCTCGCTATTGTGGGTCGTTACGTACTTAGCGCGG 
AsnLcuA1al1cVa1G1yArgTyrValLcuSerAlaA D; "33kd"タンパク質をコードする erAs_
領域 AAACJ詑CGωJZmmA::1ω口CA:::
推定されるアミノ酸配列は塩基配列 ysThrProProG1YA1aG1YAspG1uI1eG1nLeuThrA
の下に表示した。プロモーター配列 990 1000 1010 1020 
(由35，-10) ・主な制限酵素切断部位にど話公認i32::i:;:;?:;:ic;:ijt;:;
は図中に示してある。向かい合う矢印 一 へ~い~八九I"Ý
1050 1060 1070 1080 




1170 1180 1190 1200 
CACGAAACGGCGTTG~GCAATCGACCCCGTTTTTTTATA 一ー一ー圃・ー_，.. ・
1230 1240 1250 
TTAAACCCGACAATAAAAAATCCCGCCCC 
'" 













10 20 30 40 50 60 
.Q.A企工ICTCGTAAACACAACTAATACAGAAGACTGAAGGTCGTCAGCCTACGATAATCTCC
EcoRI 
70 80 90 100 110 120 
CCATAAAATGTGACATGAATCAGGAAGTTTTAACCTCACGTGCTGCGAAATCATCGGTGT 
130 140 150 160 170 180 
AAATAGGGCTATATGCCGCGTCTTTTCTGGCTAATTTTATGAAAAGATATTTATTGGCGG 
190 200 210 220 230 240 
CACAAAATAAAGAACAATTTて♀AA工工♀CTTACATTCCTGGCTA工工♀♀M;AACTGAATTTA
EcoRI -35 
250 260 ・270 280 290 300 
AGGCTC工広日工TACCTCAACAAACCACCCCAATATAAGTT~包♀ATTACTACAATGAGC
由 10 SD MetSer 
310 320 330 340 350 360 
GAAGCACTTAAAATTCTGAACAACATCCGTACTCTTCGTGCGCAGGCAAGAGAATGTACA 
GluAlaLcuLysIleLeuAsnAsnIleArgThrLeuArgAlaGlnAlaArgGluCysThr 
370 380 390 400 410 420 
CTTGAAACGCTGGAAGAAATGCTGGAAAAATTAGAAGTTGTTGTTAACGAACGTCGCGAA 
LeuGluThrLeuGluGluMetLeuGluLysLeuGluValValValAsnGluArgArgGlu 
430 440 450 460 470 480 
GAAGAAAGCGCGGCTGCTGCTGAAGTTGAAGAGCGCACTCGTAAACTGCAGCAATATCGC 
GluGluSerAlaAlaAlaAlaGluValGluGluArgThrArgLysLeuGlnGlnTyrArg 
490 500 510 520 530 540 
GAAATGCTGATCGCTGACGGTATTGACCCGAACGAACTGCTGAATAGCCTTGCTGCCGTT 
GluMetLeuIleAlaAspGlyIleAspPrOAsnGluLeuLeuAsnSerLeuAlaAlaVal 
550 560 570 580 590 600 
AAATCTGGCACCAAAGCTAAACGTGCTCAGCGTCCGGCAAAATATAGCTACGTTGACGAA 
LysSerGlyThrLysAlaLysArgAlaGlnArgProAlaLysTyrSerTyrValAspGlu 
~ 620 630 640 650 660 
AACGGtGAAACTAAAACCTGGACTGGCCAAGGCCGTACTCCAGCTGTAATCAAAAAAGCA 
AsnGlyGluThrLysThrTrpThrGlyGlnGlyArgThrProAlaYalIleLysLysAla 
670 680 690 700 710 720 
ATGGATGAGCAAGGTAAATCCCTCGACGATTTCCTGATCAAGCAATAATCTTTTGTAGAT 
MctAspGluGlnGlyLysScrLeuAspAspPhcLeullcLysGln**窓





10 20 30 40 50 60 
4旦旦必TGCGCTTGATG江♀旦IGCAGAATGAGCAAAG品工AACGCGGGCTAAATTTGCA
Sall -35 .-10 
70 80 90 100 110 120 
TTACCTGCTAATGTCGGCTGGTGGTACTATCGTCGCCATTCGTATAAGTAATTGTCTTAA 
130 1~0 150 160 170 180 
TTATGCTAACTCGCCTCCTTTTCAGAACTTAGCCCCTTCGGGGTGCTGATATACTGGGAT 
190 200 210 220 230 240 
GCGATACAGAAATATGAACACGTTCAAAACACGAACAGTCCAQ♀企♀AATTTAAATGGCTG
SD MctAlaA 
250 260 270 280 290 300 
CCATTAATACGAAAGTCAAAAAAGCCGTTATCCCCGTTGCGGGATTAGGAACCAGGATGT 
lalleAsnThrLysValLysLysAlaValllcProValAlaGlyLcuGlyThrArgMctL 
310 320 330 340 350 360 
TGCCGGCGACGAAAGCCATCCCGAAAGAGATGCTGCCACTTGTCGATAAGCCATTAATTC 
euPrOAlaThrLysAlaIleProLysGluMctLeuProLeuValAspLysProLeuIlcG 
370 380 390 400 410 420 
AATACGTCGTGAATGAATGTATTGCGGCTGGCATTACTGAAATTGTGCTGGTTACACACT 
lnTyrValValAsnGluCysIleAlaAlaGlyIleThrGluIleValLcuValThrHisS 
430 440 450 460 470 480 
CATCTAAAAACTCTATTGAAAACCACTTTGATACCAGTTTTGAACTGGAAGCAATGCTGG 
erSerLysAsnSerIleGluAsnHisPheAspThrScrPheGluLeuGluAlaMetLeuG 
490 500 510 520 530 540 
AAAAACGTGTAAAACGTCAACTGCTTGATGAAGTGCAGTCTATTTGTCCACCGCACGTGA 
luLysArgValLysArgGlnLeuLeuAspGluValGlnSerIleCysProProHisValT 
550 560 570 580 590 ~ 600 
CTATTATGCAAGTTCGTCAGGGTCTGGCGAAAGGCCTGGGACACGCGGTATTGTGTGCTC 
hrIleMetGlnValArgGlnG1YLeuAlaLysGlyLeuGlyHisAlaValLeuCysAlaH 
610 620 630 640 650 660 
ACCCGGTAGTGGGTGATGAACCGGTAGCTGTTATTTTGCCTGATGTTATTCTGGATGAAT 
isProValValGlyAspGluProValAlaVallleLeuProAspValIleLeuAspGluT 
670 680 690 700 710 720 
ATGAATCCGATTTGTCACAGGATAACCTGGCAGAGATGATCCGCCGCTTTGATGAAACGG 
yrGluSerAspLcuSerGlnAspAsnLcuAlaGluMetIlcArgArgPheAspGluThrG 
730 740 750 760 770 780 
GTCATAGCCAGATCATGGTTGAACCGGTTGCTGATGTGACCGCATATGGCGTTGTGGATT 
lyllisSerGlnllcMctValGluProValAlaAspValThrAlaTyrGlyValValAspC 
790 800 810 820 830 840 
GCAAAGGCGTTGAATTAGCGCCGGGTGAAAGCGTACCGATGGTTGGTGTGGTAGAAAAAC 
ysLysGlyValGluLeuAlaProGlyGluScrValProMctValGlyValValGluLysP 
850 860 870 880 890 900 
CGAAAGCGGATGTTGCGCCGTCTAATCTCGCTATTGTGGGTCGTTACGTACTTAGCGCGG 
roLysAlaAspValAlaProSerA、nLeuAlalleValGlyArgTyrValLcuSerAlaA
910 920 930 940 950 960 
ATATTTGGCCGTTGCTGGCAAAAACCCCTCCGGGAGCTGGTGATGAAATTCAGCTCACCG 
spIleTrpProLeuLeuAlaLysThrProProGlyAlaGlyAspGluIleGlnLeuThrA 
970 980 990 1000 1010 1020 
ACGCAATTGATATGCTGATCGAAAAAGAAACGGTGGAAGCCTATCATATGAAAGGGAAGA 
spAlaIlcAspMetLcuIlcGluLysGluThrValGluAlaTyrHisMctLysGlyLysS 




1090 1100 1110 1120 1130 1140 
ATAACACCCTTGGCACGGAATTTAAAGCCTGGCTTGAAGAAGAGATGGGCATTAAGAAGT 
isAsnThrLcuGlyThrGluPhcLysAlaTrpLcuGluGluGluMetGlyIleLysLys* 




1210 1220 1230 1240 1250 
GCTTATTCTTATTAAATTGTCTTAAACCGGACAATAAAAAATCCCGCCGC 
msyA is an E. col/ hlstone-I/ke proteln・H-NS.






























図 2 1 msyAをコードするORFの決定
A;サプクローニングしたプラスミドの抑制活性

























pKY185. pKY186 (図 19参照) ・ベクタ-pKY184のDNA1μgをAmersha叫土のin
vitro発現キットを用いて転写 ・翻訳させた。タンパク質は [35S]メチオニン








用いて確認した。 pKY185・pKY186を鋳型として転写・翻訳させると、ベクタ ー 由来の











のに対し、 H-NSのカルボキシル末端側を削除すると抑制活性は失われる(図 21 A，B) 。
また塩基配列決定のために作製したpMSY535・536・537の抑制活性を調べると、 pMSY535












































B; sequencing strategy 
・印は合成プライマーを、矢印の向きはsequencing反応の向きを表わす。
232 




陽性のシグナルが検出された(図 23 Aと図 24)。この2.7kbのDNA断片をpKY184に再
クローニングして、サプクローニングと合成プライマーを用いて塩基配列を決定した(
sequencing strategyは図23 B) 。その結果、この領域から 2つの完全なORFと、それ


























1350 1360 1370 1380 、TCCAATCCCACCCC^ ^^ C^ATCCTCATTACAGCGCTG
;pAqli IcC1yProC1ul.yぉ1l c1.clIl 1 (~Th rA 1..l.clI 
1410 1420 1430 1440 
'CCC^  ^TGTCTT ACGTTCAGACGCCATTGCAACTTGGG 
1cl'roMclScrTyrVa1G1nThrl'rol.cuG1nl.cuG1y 
1470 1480 14日() 1 f)()() 
;CGCCGATGGγGCAC'I・ACTCCCC(jCC(j'l・ACA<jACAC'I'Cj
I1lA1aAぉpG1yA 1 al.clIl.clIl'roA 1 aVa IC 11¥'1・hrl.eu
1530 1540 15f，O 15(;0 
¥CATCGCCGGGCGTATCTfCAGC'IγrA'1γr^ C^CAATCCiγTγ'1γ r . 
1nl1cAlnGlyAr日Ilclド'hcScrTyrA鈍n【G1nSむrlド'hc3 
1590 1600 IlilO IG?O 
jACCA'I・TGATGGGAGCAGCGAl・'11・CAGCG^ (^;TACCi(j・I・
1 yl' rol.cuMc lG 1 yA 1 aA 1 a 1 1 cS(~rA 1 a 日^H・I・yrG1y
1650 1660 lli70 IG80 1 
，:CGC'Iγ'C;(;(じ;【ciγTAGTGγl'γn・A'I・TCAACCjCAC;'1・c・1・Al・'1CA・1・CjCi
Ir^ laG1yVIlIVll11.cul'hcAぉnAInVa 1'1・y，'S ，~ rT rド
1710 1720 1730 1740 
1・ACCCCAGGTATCG^ C^'I・CAl・'1'1'1"1・C(iC(;TI"1・CA'I・AC・I・
lcPro(;lnVa1ScrAsn本志*
f-、 1770 1780 1790 1800 rCCTfTTCCCTGAAACCTCATCAACTCAAAGGGAGAAT 
so 
1830 1840 1自50 --.d60 
:TTGAACAAGCCATTCACCCTCCACCCGAACAATf・l・C1'
，ouG 111G 111A 1 a ( 1 cAspA 1 aA 1 aArl:G 1 u(i 1 ul'hcl.口
1890 1900 1910 1nO 
~CCCAAGAT(;CGA^1'CTGCA ACAGl・TC^^TGCCCMM
l^nGluASp^ loAsnVaIGlnG1nl'hcASr1A1aG1nl.y 
1950 1960 1970 1980 
T^CATGTGCCAAGTTGACTTrTrTGCCCACGAACCCGA 
11cMcLTrpClnValCluPhcPhcAlaAspGluGlyCl 
2010 2020 2030 2040 
CTTAGCGGTGAAGCCGCGCAAACTCTTTTTGATGCCCA 
I.cuScrClyClu^ laAlaClnScrVnlPhcAspClyAs 
2070 2080 2090 2100 





を示す。不完全ORFとORF1・ ORF2の抗 2190 2200 2210 2220 
定 されるアミノ酸配列は塩基配列のC'叩 A川T川刈A刈C(iGCCCA'川川T叩‘℃川GωA'川T叩rcωAA'川川(γ('C引'1叩l
に記 して ある。
2250 2260 2270 2280 
TGCCAGATCAAGGATCGTGACA'・AAC【;CCAGGCGGAGT
2310 2320 2330 2340 
GGGATAA・I・A・rTCG・I・TGCCATGCCCC'I・GCCCCGG'I・A・1・AG
2370 2380 2390 2400 
GCCACTCAGCAAGG'I・CACCA'I・GA'I・GC・I・CACCACAATTA
BstEIJ 
2430 ι'.・.v 2450 2460 
TAAAAAAATACCGCCATAACCCCGGTAT'fTTTATTCGC 
一一一一ー -r .. 一一一一ー
2490 2500 2510 2520 
CGTGAACGCCTTATCCGACCCACAAAGTCTTCCAAAAl・
2550 2560 2570 2580 
AGGCCTGATAAGCCTAGCGCATCAGGCAACTACGTTTT 























10 20 30 ~O 50 60 
CATCATCATTACGCCCCGCGCTCAAGCGTTTTCGTCCCGTTGTTTGCCGTTCAGCACGCT 
AspllisAspTyrGlyProArgScrScrVa 1 PhcVa 1 Prol.cuPhc^  1 aVa IG 1 uG 1 n^  1:. 
70 80 90 100 110 120 
GCG^ CC^ CG^ CCGG^ C^CTCG^ TGCTGGC^ CGG^ TGTCCGGCGC^ TGTCTGGTGCCCTTC 
l^aThrThrThrGlyThrTrpMctLcu^ la^ rgMctScrClyAI凡Cyぉ[.cuVall'rol'hc
130 140 150 160 170 180 
G1"I・CC^ CGCCCT^ G^CC^ G^ TGGC^ ^^ GCGT^ TC^ T^TG^ TT^ TGC'I・GCCGCC^ G^ CTGT
Va 11' ro^  rl~^ rl:l.ysP roA!: pC 1 yl.ysG 1 yTy rG 1 n[.C¥l 1 1 cMc t[.cul' rol' roGI ¥lCy只
190 200 210 220 230 240 
TCTCCCCC^ CTGGATG^ TCCCC^ ^^ CT^ CCGCCCCGTGGATG^ C^^ ^^ CTGGTCC^ ^^ ^^  
ScrProl'roLcu^ sp^ sp^ laGluThrThr^ laAlaTrpMct^ snLysVaIValCluLys 
250 260 270 280 290 300 
TGC^ TC^ TG^ TGGC^ CC^ G^ CC^ GT^ T^ TCTCGTT^ C^ CCCTCGCTTTA^ ^^ C^ CCCCCG 
Cys 11 cMc tMc t^  1 al' roC 1 uG 1 nTy rMc ¥.T rp[.cull i s^  rg^  rgPhc[.ysTh r^  rgl' ro 
310 320 330 3"0 350 360 
G^^CGCGTTCCTTC^CGCT^TT^^^TCTCCCATGCCGG^T~TTC^C^^TG弘4旦辺♀
GII1GlyVall'roScr^ rgTyr*窓念
370 380 390 400 410 420 
旦 T^ CC^ C^ CC^ A^TCCCCCTG^ TTT^ GCG^ T^ ^^ G^CTCTC1'GGA工工豆亙豆百CCTCC^
-35 
430 ，， ~O "50 "60 ・IIV "80 
^GTCGGCCGC^T^心~^CTCTGCTT^TCTTTTCTTCTT^TGTTC^CCGCGCCTGGCGCAC
"90 -10 ORF1 510 520 530 5~0 
C^ C^^ GCGGATTGCT^ TGTC^ CCCTGTG^ A^^1'G^ C^ CCCCT^ TA^ C^TGGAA^ CGA^ AC 
SD MctSerProCysGlu^ sn^ spThrProllc^ snTrpLys^ rg^ sn 
550 560 570 580 590 600 
CTG^ TCCTCCCCTGGCT^ GGCTGTTTTCTT^ CCGGTGCCGCCTTC^ GTCTGGTA^ TGCCC 
I.clll 1 cVa 1 ^ I aTrpl，CllG 1 yCysPhc LCllTh rG 1 y^  1 a^  1 aPhcSc rLcuVa 1 Mc t.P ro 
610 620 630 640 650 660 
TTCTT ^CCCC'1・CT^ CGTTG^ GC^ GCTTCGCCTT^ CCGGTC^ CTCCGCCCTG^ T^ATCTGG
PhcLcul'roLcuTyrValGluGlnLcuGlyVaIThrGlyHisSer^ laLcll^ snMct.Trp 
670 680 690 700 710 720 
1・CCGCT^ TTCTC17C^ GCATT^ C^ TTT17^ TT1'TCCGCC^ TCGCCTC^ CCC1'TTTGGCGl
ScrGlyllcValPhcScrllcThrPhcLcuPhcScr^ lallc^ laScrProPhcTrpGly 
730 740 750 760 770 780 
GG^ CTCGCCG^ CCGT^ A^ GGCCG^ ^^ C^TC^ TGCT^ TT^ CGCTCTGCCCTCGGC^ TCGGC 
ClyLcu^ la^ sp^ rgLysGly^ rgLysLcuMct.LcuLcuArgScrAlaLcuGlyMctGly 
790 800 810 820 830 840 
T^CCTG^ TGGTCTTG^1'CCGCC1'GCC^ C^ ^^ T^^ TCTGGC^ CTTTTTC^1'CC1'CCCCGCG 
IlcVaIMct.ValLcuMctGlyl.cu^ lnGlnAsnllcTrpGlnPhcLcul IcLcuArg^ la 
850 860 870 880 890 900 
CTTCTTGGGTT^ CTTGGCGG^ TTTGTCCCC^ ACGCT^ T^GCTCTT^ TCGCC^ C^ C^ C^T^  
LcuLcuGlyLcul.cuGlyGlyl'hcVaIPro^ sn^ laAsn^ la!.cllllc^ laThrGlnVal 
910 920 930 940 950 960 
CCGCGT^ T^^ ^^ G^CGGCTGCGCCCTGGGT^ CGCTCTCC^ C^ GGCGCCCTT^ GTGGl・CCG
Pro^ rgAsnLysSerGlyTrp^ laLcuGlyThrLcuScrThrGlyGlyVaIScrGly^ la 
970 980 990 1000 1010 1020 
TTGCTCGGCCC^ T^GGCTGGCGGCCTCCTCGCCCAT^ GC・I・^CGGC'1・T^CG'I・CCGGl・^T'I・c
LcuLeuGlyProMct^laGlyGlyLcuLcu^ la^ spScrTyrGlyLcu^ rgl'roVall'h巴
1030 1040 1050 1060 1070 1080 
TTT^ TT^ CCGCC^ GTGTGCTC^ T^ CTCTGCTTTTTCGTC^ CCCTG1'TTTCC^ '1・C^ G^ G^ ^
l'hellcThr^ laScrValLcul!cLcllCysPhcPhcValThrLcuPhcCysllc^ rgGllI 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 
^^ T^TCC^ GCCGC1'C^ GC^ ^^ ^^ G^^ G^ TCCTGC^ C^ TGCGGGA^ GTGGTG^ C^ TC^ CTT 
LysPh巴GlnProValScrl.ys!.ysGluMct!.cuHisNct^rgGllIVaIV九IThrSC!rl.口H
1150 1160 1170 1180 II!)O 1200 
^^ ^^ C^CCC^ ^^ CTGGT^ CTC^ CCCTGl・TTGTC^ CT^ CGTT^ T^C^ TCC^ GGTCGCG^ CG
Lys^ snP rol.ysLclJVa 1 L.cuSc rl.cu PhcVa 1 1'h rTh rl.clJ 1 1 c 1 1 cGnVa 1 ^ 1;ピl・hr
1210 1220 1230 12"0 1250 1260 
GGC1'C^ T^'rCCCCCC^l・TCTG^ CGCTGT^ TGTCCGCG^ C^TGGCGGσl・^ C^G・I・C^ G・I・^ C^
GlySc r 1 lc^  1 aP ro 11 cl.cuThrLcuTy rVa 1 ^rgG 1111.cu^ 1 aC 1 y^ snVa 1 So !'^SI1 
1270 1280 1290 1300 1310 1320 
GTCGCCTTTATC^ GTGGC^ TG^ TCGCCTCCGTGCC^ GGCGTCGCGCC1'CTGCT^ G^TGC^  
Val^ laPhelleSerGlyMctllc^ laScrValProClyVa!^ la^ laLcuLcuScr^ la 
1330 13"0 1350 1360 1370 13HO 
CC^ CG^ CTCGGCAAACTTCGCG^ TCC^ l^・CGG^ CCCG^ ^^ C^^ TCC1'G^ T'1・^C^ GCGC'I・G
P ro^ rgl.cuC 1 yLys[.cuC 1 y^ spArg 11 cG 1 y P roG 1 u [.ys T 1 c'[.c¥l1 1 cTh r^  1 al.ell 
1390 1"00 1410 1420 1"30 1""0 
T^CTTTTCTGl'^ CTGCTG1'TG^ 1'CCC^ 1^'CTCTT^ CCγfTC^ C^ CGCC^1'TCC^ C^・I・TGC;G
I lcPhcSc rVa 1 LcuLc¥lLcu 11 cProMc ¥.Sc rTy rVa 1 G 1 nTh rl' rol.clIC 1 n[.cuC; 1 y 
1"50 1"60 1470 1480 1"90 1:，00 
T^'I"I・l'^CCTTTT'1・1・GCTCCGTGCCGCCGATGGTGC^ CT^ CTCCCCGCC(γI'^ C^ G^ C^ C・I・G
Ilc[.cu^rgl'hcL('uLcuGly^ la^ la^ spGly^ [品[.c¥I[.eul'ro^ 1 aVa 1 G 1，'・hrl，t!1I
1510 Xhol1520 1530 1540 1550 15(;0 
TTGGTTT^ C^ C^TCG^ GC^ C^C^ G^ l・CGCCGGGCC'I・^TCTTC^ GCT^ T^ C^C^ γ^CG1'1"I・
LcuVa 1 Ty r^ snSc rSc r^ snG 1 n 1 1 c^ 1 aG 1 y^  rg 1 1 cPhcSc rTy r^ snG I"Sc rl'hc 
1570 1580 1590 1600 1610 1620 
CGTG^ T^T'I・GGC^ C^GTT^ CCCG^ CC^ 'I・TG^ TGGG^ GCAGCG^1'T1'C^ CCG^ C^γ^ CC(;・l'
r^g^ spllcGly^ snVnll・hrGlyProLcuMctGly^ la^ lallcS口r^ la^日，'1・yrGly
1630 16"0 1650 1660 1670 ICiHO 
・I"I'C^G^GCGGγ^'I"I・TC・I・CG'I・C^ CCGC・I'(;CCG・I・^G・I・G・I・'1・^'[・1・C^ C^(;C^(;'1・(;'1・^'I"I・C^'I・(;G
Phc^q~^ I aVa Il'hcl.clIVa 1 Thr^  1 aG I yVa 1 Va 1 [，clIl'hc^ sn^  1 aVa 1'1・yr・Ser'lrp 
1690 1700 1710 1720 1730 17"0 
^^ C^ GTCT^ CG1'CGTCGTCG^ AT^ CCCC^ GGT^ '・CG^ C^・I・G^'I・'1"1・1・1・CGCC・l'γl・C^ ・1・^C・l'
s^nScrl.cu^ rg^ rg^ rR^ rgIlcl'roGlnValScrAsn**窓
1750 1760 1770 1780 1790 1800 
TGC^ ^^ G^CCG^ G^ T^C^ GCT^ TCCTT1'l・CCCTG^ ^^ CCTC^TC^ C^l'C^ ^^ GGGAG^ '^1・
ORF2 1820 1830 18"0 1850 SD，e!60 
CGTC^ TG^ CC^ TGT^ CGC^ ACCCTTG^ G^^ G^CC^ T・1・G^ CGCTGC^ CGCG^ G^^ T^T'IC・I・
Mc¥. ThrMctTyr^  I aThrl，clIG luG 11I^ 1 al 1 cAsp^  1礼^la^ rgCllIGI¥Iいhcl.日
1870 1880 1890 1900 1910 1920 
TGCAG^ C^ C^CCCGGC^ TCC^ CGCCG^ G^^ TGCG^ T^CTGC^ C^^ Gl・TC^ T^GCCC^ A^ ^
u^  1 a^ spASnP roGl y 1 1 cAs p^l aGII1ASp^  1 a^ snVa 1 G 1 nGl nPhc^ sn^  1 ;，G 1 nl.y 
1930 19"0 1950 1960 1970 1980 
1^'^ CGTTTTGC^ GG^ CGGCG^ C^ TC^ TGTGGC^ G^TTG^ GT1-rTTTGCCG^ CG^ C^GGG^  
sTyrValLcuGln^ spGly^ splleMetTrpGlnVaIGlIIPhcPhc^ la^ spGluGlyGl 
1990 2000 2010 2020 2030 20~0 
C^^ G^GTG^ T^GTTT^ CC'I'^1'GCTT^ GCCGTG^ AGCCGCGC^ ^^ GTGTTTTTG^ TGGCGA 
uGluGlyGluCysLcIIProMct.LcuSerClyGlu^ la^ laGlnSerValPhc^ spGly^ s 
2050 2060 2070 2080 2090 2100 
CTATG^ TG^ G^ T^ G^ G^ T^ CGCC^ GG^ GTGGCAGG^ G^^ G^ T^^ C^ TT^ C^ TGA^ TGCG^  
pTyr^ spGlI111cGlullc^ rgGlnGIIITrpGlnGluGlu^ snThrLcullisGluTrp^ s 
2110 2120 2130 2140 2150 2160 
CG^ GGGGGAATγTC^ GCTTG^ GCC^ CCGCTGG^ T^ CCG^ CC^ G^C^ CGCGC^ GC^ CCl・G^
pGIIIGlyGluPhcGlnLcuGlIIProProLcu^ spThrGluGluGly^ rg^ Ja^ 1a^ la^ s 
2170 2180 2190 2200 2210 2220 
TG^ GTGGG^ TG^ C^G・I・T^ T^C^ CTC^ 1'^ CGGGCCATG^ TG^ T^CTCG^ TCGGC^ GC^ G・I・A
pGIIITrp^spGlu^rg*本家
2230 2240 2250 2260 2270 2280 
A^GT ^TC^ ^^ ^^ CC^ G^ G^ G^  ^ TGGC^ G^'ICA^ GG^  TCGTG^ C^  '1・^ C^GCC^ GGCGG^ GT
2290 2300 2310 2320 2330 23"0 
C^ CGC^ C^ TCCC^・I'TGC^ C^ CCGGG^ T^ T^^ TTGGl・1・GCC^ TGCCCCTGCCCCGGγ^ T^ G
2350 2360 2370 2380 2390 2~00 
TGCG^ CT^ ・^1・A^ γGC'IGCC^ C^ GCC^ C・I・C^ GC^ G^GTC^ CC^ TG^'IGC・I・C^ CC^ C^ T^T^
BslEII 
2410 2"20 2"30 ι・・IV 2~50 2460 
^^ CGC^ TTTG^ T^ CCTCTTTCGT^ ^^ ^^ ^^ T^ CCGGC^ T^ C^GCCGGTATTTTT^ TTGGC ・・・圃・ーー マ' 可ー ーーーー -ー・
2470 2"80 2"90 2500 2510 2520 
1'CGTTGTTTTTGCCGG^ TGCGGCGTG^ C^GCCTT^ '・CCG^ CCC^ C^ ^^ GTCTTGC^ ^^ T^
2530 25"0 2550 2560 2570 2580 
C^ T^^ ^^ TTGCAGC^ C^G^ TGT^ GGCCTC^ TA^ GCGT^ GCGC^1'C^ GGC^ C^T^ CGTTTT 
2590 2600 2610 2620 2630 2640 
T^ TTGCG^ G^CCGC^ TCCGGTTT^ CGC^ T^CCC^ GTGG^ TTC^ GCTTT^ TCCCTTCGT^  ^
2650 2660 2670 
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酸キナーゼの遺伝子 (adk)が続く(図 30) 66) 0 h t pGのみをサプクローニングした

















































































drdX変異株が bglY変異と同じ表現型 (β ーグルコシドを炭素源として利用できる)を
示すことを述べ、 H-NSタンパク質が遺伝子の発現を抑制する"サイレンサー"機能を持
っているという解釈を下している。 osmZ変異に対してもこれがH-NSの遺伝子であること














1 ) SecYを必要としない分泌のバイパスルートを形成する、 2)温度上昇により変異

















はsecY24変異に限って見られる。 2種の secYミスセンス変異のうち、 secY24変異は4
59 
番目の細胞質側ドメインに 1ヶ所64)、secYI00変異は膜貫通領域とベリプラズムドメイ































































































































F-ara.D !:. (argF-lac)U169 rpsL relA f1bB deoC 
ptsF rbsR 
F-
MC4100 secA51 (Ts) 
MC4100 zhd-33: :Tnl0 rpsE secY24(Ts) 
MC4100 zhd-33: :Tnl0 rpsE secYI00(Ts) 
MC4100 zhd-33: :Tnl0 rpsE rpl0215(am) 
(φ80 sus2 psulllts6) 
MC4100 secB::Tn5 
MC4100 secB7 malfC Tnl0 
argE3 thi-l str uncA401 
AN120 zhd-33: :Tnl0 rpsE secY24(Ts) 






















recA)306: :Tnl0 /F'tra.D36 proA1r lacIQ lacZAM15 
ム(pro-lac) thi /F' lacIQ ZAM15 r pr.ゲ
MC4100 zba-315::KmR 
























Bacto tryptone (Difco Co.) 1% 
Yeast Extract (Difco Co.) 0.5% 
NaCl 0.5% 
1M NaOH を加えてpH を7.4に調整する。テトラサイクリンは25μg/mlになるよう
に加える。
2xYT:f.:音土也
Bacto tryptone (Difco Co.) 1.6% 














同時に加える。チェイス 0，0.5， 1， 2， 4分ごとに 0.2mlの培養液を、砕いた氷のかけら
・クロラムフェニコール(O.lmg/ml最終濃度)・ CCCP( 50μM) . NaN3 (3mM)を含むエ
ツベンドルフチュープにサンプリングし、急冷すると同時に細胞の代甜等を停止させる。
以後の操作は0-40Cで行なう。
遠心(10， OOOxg; 4分 )により細胞を集め、 0.2mlの10mMTris' Cl(pH8.0)緩衝液(
O.lmg/mlのクロラムフェニコールと 3mMNaN3を含む)に懸濁する。再び遠心し、細胞
を0.2mlの Spheroplastingbuffer (20% sucrose， 30mM Tris ・Cl(pH8.0)，O.lmg/ml 
クロラムフェニコール， 3mM NaNs )に再懸濁する 。1/10容量のリゾチーム(1mg/ml 
O.lM EDTA(pH7.5)溶液)を加え、。OCで30分置くことで細胞をスフェロプラスト化する。
遠心(10， 000 xg ; 10分)上澄み画分をペリプラズム分画として分離し、等量の 10%トリ
クロロ酢酸(TCA) を加えてタンパク質を洗潰させる。遠心沈澱物はスフエロプラスト
分画として、 0.2mlの10mMTris. Cl (pH8.0)緩衝液に懸濁後、同様にTCA洗演させる。
TCA沈漬物を遠心(10. OOOxg; 2分)によって集め、アセトン洗浄後(ベリプラズム分画
の場合にはアセトン洗浄の前に 5%TCAで一回洗う)、 30μ1の 1%SDS-50mMTris' 
Cl(pH8.0)-lmMEDTA溶液に懸濁し、 1000Cで3分間煮沸することでタンパク質を可溶化さ
せる。このタンパク質溶液に 33倍量の Lubrolbuffer (50mM Tris' Cl(pH8)ー0.15M
NaCI-0.1mM EDTA-0.1% Lubrol PX) を加え、遠心(10， OOOxg; 10分)で非特異的沈澱を
除いた後、抗血清と混ぜてどCで一晩放置する。抗原一抗体複合体を ProteinA を含む
Staphylococcus aureus死菌 (TheEnzyme Center， IgGsorb) に吸着させて遠心で回収
67 
rヘ





よって集め、 0.6mlの Spheroplastingbuffer (10mM MgC12 を含む)に再懸濁する。
スフエロプラスト・ペリプラズム両分画を 3等分し、トリプシン (bovinetrypsin; 
Sigma Chemical CO.， type III)を100μg/mlとなるように加え(トリプシン処理しな
い場合には同容量の 10mMTris・Cl (pH8) を加える)、 OOCで1時間置く。反応後、
soybean trypsin inhibitor (Sigma Chemical Co.， 100μg/ml) . phenylmethylsul-






















後にサンプリングする。遠心(10， OOOxg; 1分)して細胞を集め、 1mlの KPibuffer ( 
10mM K3P04 pH6.8)で洗浄後再び遠心(向上)して 1mlの KPibufferに懸濁する。ホ
ルムアルデヒド (33%formaldehyde)を1%となるように加え、。OCで2時間置き、クロス
リンクさせる。遠心して細胞を集め、 1mlの KPibufferで洗って残ったホルムアルデ
ヒドを除き、 20μ1の10mMTris' Cl (pH8) ー5mMEDTA緩衝液に懸濁する。 1/10容量の
リゾチーム溶液(10mg/ml)を加えて3回 freeze-thawを繰り返して細胞を破壊する。。
。Cに30分間置いた後、 8μ1の10%SDS水溶液と 52μ1の10mMTris' Cl (pH8) -5mM EDTA緩






M9最小培地で対数増殖させた大腸菌培養液1.lmlに、 11μ1の [3H]prolinemixture 
( 0.2μCi/μl; 5mM proline温度)を加える。 30秒後に様々な濃度のCCCPまたはNaN3
(薬剤を加えない場合にはCCCPの溶媒である4.5μ1のジメチルスルホキシド (DMSO)) 
































pMSY711; = pKY187 
pMSY712; pKY187をBstEIIとEcoRIで切断し、 T4DNApolymeraseで末端平滑化後、
self-ligationさせる。
pMSY713; pKY187をXhoIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymeraseで末端部位を平滑
にし、 self-ligationさせる。
pMSY721; = pKY188 
pMSY722 ; pKY188をXhoIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理後、 self-
ligationさせる。




pMSY1201 ; pMSY12をEcoRIで処理し、 self-ligationさせた。
70 
pMSY1202; pMSY1201をHindIIIとEcoRVで切断し、 T4DNA polymeraseで末端を平
滑にし、 self-ligationさせた。
pMSY1203; pMSY1201をHindIIIとMluIで切断後、 T4DNA polymeraseで処理し、
self-ligationさせた。
pMSY1204; pMSY1201をBg1I1とEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、
self-ligationさせた。
pMSY1205 ; pMSY1201をHindIIIとAatIで切断し、 T4DNA polymeraseで末端を平
滑にし、 self-ligationさせた。
pMSY1210 ; pMSY1201をHindIIIとHpaIで切断し、 T4DNA polymerase処理し、
self-ligationさせた。
pMSY606 ; pMSY6のうち、約2.9kbのSalI断片をpN01575のSalIサイトに挿入した。
i i i ) msyB領域の決定
pMSY701; pMSY7をEcoRIで処理し、 self-ligationさせた。
pMSY702; pMSY701をBstEIIとEcoRIで切断後、 T4DNA polymerase処理を行い、
self-ligationさせた。
pMSY703; pMSY701をXhoIとEcoRIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、
self-ligationさせた。
pMSY704; pMSY701をHindIIIとXhoIで切断し、 T4DNA polymerase処理を行ない、
self-ligationさせた。




































msyA; A1 5'-CGTGCCAAGGGTGTTAT-3' 






i i i) Sequencing 
塩基配列の決定は SequenaseVer. 2.0 (United states Biochemica1 Co.) を
用いた dideoxychain termination法 72) によって行なった。ラベルは [32P] 
dCTP (400Ci/阻 01;New Eng1and Nuc1ear)で行なった。






プロープDNAの標識は randomprimer labeling kit (宝酒造)によって行なった。
プレハイプリダイゼーション(25mlの5xSSPト 5xDenhardt'ssolution-0.5%SDS溶液中に
20μg/mlの超音波破砕・熱変性させた salmon sperm DNA(Sigma Chemical 
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